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近年，受精卵の体外培養技術の進歩は，畜産分野
においては優良家畜の増産や家畜改良，生殖補助医
療分野においてはヒト不妊治療に大きく貢献してい
る．しかしながら，現行の体外培養技術で得られる
受精卵は，体内で受精・発生した受精卵と比較して，
品質（細胞数，生存性）が低く，これらを母体へ移
植しても十分な受胎成績が得られないことが大きな
課題となっている．したがって，体外で作出された
受精卵の品質を向上させる培養技術の開発が強く望
まれている． 
これまでに体外受精卵の品質を改善する研究は，
現在，世界中で行われている．しかし，その多くが
培養液や培養条件を検討するものであり，培養に使
用するデバイスそのものを新規に開発する研究は少
ない．そこで我々は，細胞培養用の基質材を開発す
ることから研究を開始し，非生物由来材料であるカ
ーボンナノチューブ（ＣＮＴ）とシリコーン樹脂
（poly-dimethylsiloxane，ＰＤＭＳ）から成る新規
複合素材（ＣＮＴ複合素材）を開発した（伊藤と横
尾，2012）．これまでに，このＣＮＴ複合素材を用い
た細胞培養シートを使用してマウス受精卵の培養試
験を実施した結果，従来法と比較して，受精卵の発
育が促進されることが明らかとなった．さらに，得
られた受精卵を子宮内へ受精卵移植したところ，従
来法で培養した受精卵を移植するよりも良好な受胎
成績が得られることを明らかにしている（平成 22
年度 平成 24 年度秋田県立大学学長プロジェクト
にて実施）．つまり，これらの研究成果から，ＣＮＴ
近年，受精卵の体外培養技術は，畜産分野や生殖補助医療分野において極めて重要な技術となっており，体外培養技術で得られた
受精卵の品質を向上させる新しい技術開発が強く望まれている．これまでに我々は，従来法よりも細胞接着性，細胞増殖性が優れ
る新規細胞培養基質材（カーボンナノチューブ（ＣＮＴ）複合素材）を開発している．本研究ではＣＮＴ複合素材を用いた受精卵
培養デバイスを作製し，ウシ体外受精卵の共培養系におけるその有用性を検証した．本研究の結果から，ウシ体外受精卵との共培
養に使用するウシ卵丘細胞の培養には，多層ＣＮＴを用いたＣＮＴ複合素材が適していることを確認することができた．さらに，
多層ＣＮＴを用いたＣＮＴ複合素材上で，ウシ体外受精卵を卵丘細胞と共培養したところ，従来の共培養法よりもウシ体外受精卵
の発育成績が良好であることが確認できた．以上の結果から，ＣＮＴ複合素材はウシ体外受精卵と卵丘細胞との共培養系デバイス
にも有用であることが明らかとなった． 
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複合素材を哺乳動物の受精卵の培養に応用すること
で，品質の高い受精卵を効率的に作出できることが
期待される．そこで本研究では，畜産分野へ応用す
ることをめざして，ＣＮＴ複合素材を用いたウシ体
外受精卵培養デバイスを作製し，その有用性を検証
することを目的とした．
材料・方法
受精卵培養デバイス
受精卵培養デバイスはＰＤＭＳ（SILPOT 184 W/C，
東レダウコーニング） とＣＮＴ（名城カーボン）を
使用して作製した（図１）．6 ウェル培養ディッシ
ュ（リプロプレート，機能性ペプチド研究所）の各
ウェルにＰＤＭＳを塗布し，50℃，6 時間の条件で
硬化させた．その後，エタノール中に分散したＣＮ
Ｔ（単層ＣＮＴ；25 ng/mm2，50 ng/mm2，多層ＣＮ
Ｔ；25 ng/mm2）をＰＤＭＳ表面に塗布することでＣ
ＮＴ複合素材培養シートを作製し，風乾後，培養に
供した．対照区として，無処理区（ＣＮＴ塗布なし）
およびⅠ型コラーゲン処理区を設けた．
ウシ卵丘細胞の採取と培養
秋田県食肉流通センターで採取した牛卵巣を
15℃で研究室まで運搬し，卵巣表面の胞状卵胞（2-5
mm）から卵丘細胞-卵子複合体（COCs）を吸引採取し
た．採取した COCs は卵子成熟・共培養用培養液
（IVMD101，機能性ペプチド研究所）中で 22 時間培
養し，媒精液（IVF100，機能性ペプチド研究所）を
用いて体外受精に供した．6 時間後，受精卵から剥
離・除去したウシ卵丘細胞を回収し，受精卵培養デ
バイスのＣＮＴ複合素材培養シート上に播種し，
IVMD101 中で 9 日間培養した．なお，全ての培養は
38.5℃，5％CO2，95％空気の条件下で行った．
ウシ体外受精卵の作出と培養
秋田県食肉流通センターで採取した牛卵巣を
15℃に保温した状態で研究室へ運搬し，卵巣表面の
胞状卵胞（2-5 mm）から COCs を吸引採取した．採取
した COCsは IVMD101 中で 22 時間成熟培養した．培
養後，IVF100で 5.0×106/ml に調製した牛精液と培
図１ 本研究で使用した受精卵培養デバイス
a：全体像，b：培養ウェル拡大（破線内にＣ
ＮＴ複合素材が塗布されている）
養し，体外受精した．6 時間後，余分な精子や卵丘
細胞を除去した受精卵を受精卵培養デバイス上でウ
シ卵丘細胞と共に，IVMD101 中で合計 9 日間の無血
清培養を実施した．なお，全ての培養は 38.5℃，5％
CO2，95％空気の条件下で行った．培養 9日目に，胚
盤胞への発生率（胚盤胞数/培養受精卵数×100）お
よび脱出胚盤胞発生率（脱出胚盤胞数/培養受精卵数
×100）を評価した．
統計処理
ウシ体外受精卵の発生率はカイ二乗検定を用いて
解析した．全ての解析は， GraphPad Prism 6 
(GraphPad Software) を用いて行い，危険率 5％未
満を有意と判定した．
結果・考察
ウシ卵丘細胞の培養に適したＣＮＴ複合素材の検討
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 ウシ体外受精卵用の共培養系を開発するにあたり，
本研究では，受精卵と共培養するフィーダー細胞と
して「ウシ卵丘細胞」を選択した．受精卵と共培養
するフィーダー細胞としては，他にも候補となる細
胞として卵管上皮細胞（Cordova et al., 2014），Vero
細胞（G mez et al., 2008）なども報告があるが，
卵丘細胞であれば，体外受精時に卵子から剥離・除
去する卵丘細胞の一部を再利用することが可能であ
り，別途フィーダー細胞を準備する必要がないこと
から，卵丘細胞の方が将来的な実用性が高いと判断
したためである． 
 図２に培養試験の結果の一部を示した．無処理区
ではウシ卵丘細胞の培養ディッシュへの接着はほと
んど観察されず，細胞塊（スフェロイド）を形成し
た．また，単層ＣＮＴにおいては 25 ng/mm2と 50 
ng/mm2のいずれの条件においても伸展するウシ卵丘
細胞数は少なく，無処理区と同様に，スフェロイド
を形成する傾向が観察された．一方，多層ＣＮＴ（25 
ng/mm2）ではウシ卵丘細胞との接着性は良好で，適
度な細胞増殖が観察された．一部，細胞塊を形成す
る箇所も観察されたが，コラーゲン処理（従来法）
と比較しても遜色ない結果が得られた．したがって，
ウシ卵丘細胞をウシ受精卵との共培養用フィーダー
細胞として使用する場合，多層ＣＮＴを利用するこ
とが適していることが明らかとなった． 
 今回用いた単層ＣＮＴの濃度条件は，マウス卵丘
細胞の培養試験で良好な成績を示した条件であった．
したがって，同じ細胞種であっても動物種が異なる
とＣＮＴとの接着性や細胞増殖性に差が生じること
が示唆された．現時点では，ＣＮＴ複合素材におけ
る細胞の接着様式や接着タンパク質の詳細は明らか
になっていないが，今後，フィーダー細胞を利用し
て共培養を実施する際には，フィーダー細胞に使用
する細胞種や動物種に最適なＣＮＴ複合素材の選定，
条件設定が必要であると考えられる． 
 
ウシ体外受精卵の共培養試験 
 ウシ卵丘細胞を用いた培養試験の結果から，多層
ＣＮＴ（25 ng/mm2）を塗布した培養デバイスを使用
して，ウシ体外受精卵の共培養試験を実施した．Ｃ
ＮＴ複合素材上でウシ卵丘細胞と共培養したウシ体 
図２ ウシ卵丘細胞の増殖（無血清培養 9日目） 
a：無処理，b：コラーゲン処理，c：単層ＣＮ
Ｔ（25 ng/mm2），d：単層ＣＮＴ（50 ng/mm2），
e-f：多層ＣＮＴ（25 ng/mm2） 
 
外受精卵の胚盤胞への発生率は 24.4％であり，対照
区（コラーゲン処理，6.5％）と比較して有意に高い
発生率が得られた（P ＜ 0.05）．また，より成長が
進んだふ化胚盤胞以上に成長している受精卵の割合
も 11.5％と，対照区（1.3％）と比較して有意に高
いことが確認できた（P ＜ 0.05）（表１，図３）．以
上の結果から，ＣＮＴ複合素材を利用した培養デバ
イスをウシ体外受精卵とウシ卵丘細胞の共培養に使
用することで，品質のよい受精卵が効率良く作出で
きることが示唆された． 
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図３ ウシ体外受精卵（培養 9日目） 
a：対照区（コラーゲン），b：試験区（多層Ｃ
ＮＴ） スケールバー＝100μm 
 
 本研究では，全ての培養に無血清培地を使用して
実験を行ったが，本培養デバイスが無血清培養系に
おいても有用であったことは興味深い．一般的な受
精卵の培養では，5％程度の血清を添加して行う．し
かし，血清を使用した培養法では，受精卵の品質が
低い，得られた受精卵を移植しても，妊娠中の流産
や死産が多い，過大児のリスクが高いといった問題
が指摘されており，近年，そのようなリスクを回避
できる無血清培養系による受精卵培養が注目されて
いる（Abe and Hoshi, 2003；Fern ndez-Gonzalez et 
al., 2004）．本研究の結果は，我々が開発した培養
デバイスがウシ受精卵の無血清培養系においても効
果的であることを示しており，将来的に，畜産分野
における家畜生産，家畜改良の発展に貢献できるこ
とが期待される．今後は，本培養デバイスが受精卵
の作出効率を改善する作用機構についてさらに解析
を進めていく予定である． 
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 The improvement of in vitro culture systems is important for the production of embryos with high developmental competence 
because the quality of in vitro-produced embryos has continually been poorer than that achieved with in vivo-derived embryos. Until now, many 
studies have focused on improving embryo quality by evaluating the effects of different variables on the success of in vitro embryo development. 
Recently, we manufactured a novel cell culture substrate using carbon nanotube composites. In this study, we investigated the efficiency of the 
novel cell culture substrate in a co-culture system of early bovine embryos with cumulus cells. With embryos cultured on collagen-coated plates 
(conventional method), the proportion of blastocysts and hatched blastocysts was 6.5% and 1.3%, respectively. In embryos cultured on carbon 
nanotube composites, the proportion of blastocysts and hatched blastocysts was 24.4% and 11.5%, respectively, indicating that carbon nanotube 
composites had significantly higher developmental competence than collagen-coated plates (P < 0.05). From these results, we conclude that 
carbon nanotube composites could be used as culture substrates in co-culture systems for early bovine embryos.
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